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論文内容要旨
 1背景
 アポ蛋白A-IVは分子量46,000の糖蛋白で,ヒトでは小腸粘膜上皮細胞において特異的に合成
 される。脂肪の吸収に際して,A-IVはカイロミクロンの構成アポ蛋白としてリンパ管へ分泌さ
 れ,脂肪の消化吸収との関連が示唆されている。しかし,測定法が一般化していないため,各疾
 患におけるA-IVの血中濃度の報告はきわめて少ない。一方,クローン病は,非特異的慢性炎症
 性腸疾患であり,脂肪の消化吸収障害を伴うことが多く,アポリポ蛋白代謝にも影響を及ぼすと
 考えられる。
 H目的
 活動期クローン病および栄養療法が,血漿A-IV濃度におよぼす影響を明らかにするために,
 迅速で簡易,かっ感度が高い方法である,competitiveenzyme-linkedimmunosorbentassay
 (ELISA)による血漿A-lv測定系を確立し,さらにこの測定系を用いてクローン病における血漿
 A-IV濃度について検討した。
 皿ヒトアポ蛋白A-IV測定系の確立
 ヒト空腹時血清からHavelらの超遠心法により,リポ蛋白除去分画を得,これに静注用脂肪
 乳剤から得られた脂質エマルジョンを加え,アポ蛋白を吸着させた。これを洗浄した後,50倍
 量の冷ジエチルエーテル:エタノール混液を加え脱脂,粗A-IVを得た。この蛋白をSDS-PAGE
 (10-20%グラジエントゲルプレート)にて分離,A-IVバンドを切り出しゲル片を回収,エレク
 ト日工リューターを用い蛋白を溶出,精製A-IVを得た。これをBALB/cマウス(8週齢,雌)
 の腹腔内に免疫,心腔内より採血し,ヒトA-IVポリクローナル抗体を得た。ELISAはA-IV6.4
 pmol/mlを固相とし,未知の血漿検体またはスタンダードとして既知量のA-Wと,6,400倍に
 希釈したA-IV抗体の抗原抗体複合物100μ1を反応させる競合法を用い,吸着した抗体はペルオ
 キシダーゼ標識抗マウスIgGF(ab1)2で検出した。この系における血漿A-fV測定感度は,8-
 40ng/we11であり,健常者の血漿A-W濃度は,751.4±97.2ng/we11(mean±SD)であった。
 IVクローン病におけるアポ蛋白A-IVの動態
 対象と方法:栄養療法前の活動期クローン病患者13例(全例男性,全例非切除例,小腸大腸型
 12例,大腸型1例,平均年齢21,7歳)を対象とした。さらに栄養療法によるA-IVの推移を検討
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 するため栄養療法4週後にも採血した。栄養療法の内訳は,ED(elemen七aldiet)6例,HD
 (hydrolyzeddiet)3例,TPN(totalparenteralnutrition)4例である。EDおよびHD維持
 量における脂肪含有量は,それぞれ4.1憂/日,66.7射目であった。尚,治療効果が認められな
 かったHD群1例は,4週後の検討から除外した。
 結果:活動期クローン病患者の血漿A-IV濃度は,346.8±127.Ong/well(mean±SD)であり,
 健常者に比し有意に低値を示した(p<0.001)。次に栄養療法別に,活動期および栄養療法4
 週後の血漿A-IV濃度を検討すると,ED群では,それぞれ401,2±62.3ng/well(mean±SE),
 361.0±27.6,TPN群も,283.0±26.6,274.3±70.8と有意の変動を示さなかったが,脂肪を多
 く含むHD群は,339.0±125,0,643.0±7.0と上昇傾向にあった。
 V考察
 今回,A-IV測定系を確立するにあたり,A-IVの精製に1mm厚のグラジエントゲルを用いた。
 この方法は,蛋白収量が非常に少ないが,より純粋なA-IVを得ることが可能となった。今回確
 立したELISAによるA-IV測定系は,従来報告のあるelectroimmunoassay(EIA),
 radioimmunoassay(RIA)に比較し,迅速で,簡易かっ高感度な測定法であった。また本研究
 により,活動期クローン病およびED,TPN群では,AJV濃度が低値であることが明らかになっ
 たが,これは,A-IV合成の場である小腸の炎症の関与,脂肪摂取量および吸収量の低下,カイ
 ロミクロン形成の低下を反映したものと考えられた。HD群では,炎症の消退によるA-IV合成
 能の回復に加えて,脂肪を含有することにより,脂肪の吸収,カイロミクロンの形成が生じ,A-
 IVの増加が認められたものと考えられた。
 VI結論
 1.従来のEIA,RIAと比較して迅速で簡易,かっ高感度なELISAによるヒト血漿アポ蛋白A-
 IV測定系を確立した。
 2、この測定系を用いて,クローン病における血漿A-IV濃度を検討した。
 1)活動期クローン病では,低値を示した。
 2)栄養療法施行後,ED,TPN群では,低値が持続したが,HD群では上昇傾向がみられた。
 3.以上より,クローン病における血漿A-IV濃度の低値は,A-IV合成の場である小腸の炎症の
 関与,脂肪摂取量・吸収量の低下およびカイロミクロン形成の低下が原因と考えられた。
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 審査結果の要旨
 本論文は,ヒト血漿アポ蛋白A-IV濃度の測定系の確立と,それを用いてクローン病におけ
 るアポ蛋白のA-IV動態を明らかにすることを目的としたものである。ヒト血漿アポ蛋白A-
 IV濃度は,従来はEIAやRIAにより測定されていたが,低感度や煩雑さのため広く用いられる
 こともなく,クローン病をはじめとする腸疾患での成績は,ほとんど報告されていないのが現状
 である。
 そこで本研究では,EIAやRIAと比較して,迅速で簡易,かっ感度が高い方法であるcom-
 pe七itiveenzyme-linkedimmunosorbentassay(ELISA)によるヒト血漿アポ蛋白A-IV濃度
 測定系を確立し,また小腸粘膜上皮細胞において特異的に合成されるアポ蛋白A-IVの動態に
 ついて,小腸に病変が好発するクローン病で測定し,その代謝・機能について検討した。
 まず,ヒト空腹時血清から超遠心法によりリポ蛋白除去分画を得,これに脂質エマルジョンを
 加え,アポ蛋白を吸着させた。これを洗浄後脱脂し,粗A-IVを得た。これをSDS-PAGEに
 て分離,A-IVバンドを切り出しゲル片を回収,エレクトロエリュ一夕ーを用い蛋白を溶出,精
 製A-IVを得た。これをBALB/Cマウスの腹腔内に免疫,心腔内より採血し,ヒトA-IVポリ
 クローナル抗体を得た。ELISAはA-IV6.4pmo1/mlを固相とし,未知の血漿検体または既知
 量のA-IVと,6,400倍に希釈したA-IV抗体の抗原抗体複合物100μ1を反応させる競合法を用
 い,吸着した抗体はペルオキシダーゼ標識抗マウスIgG(ab')2で検出した。この系におけるア
 ポ蛋白A-IV測定感度は8～40ng/we11であり,健常者の血漿A-IV濃度は,751.4±97.2ng/
 well(mean±SD)であった。未治療活動期クローン病では346.8±127.Ong/weHであり,有意
 に低値を示した。絶食のうえ栄養療法により緩解に至った(近付いた)4週後では,経腸的に
 脂肪が全く(ほとんど)はいらない中心静脈栄養では274.3±70.8,成分経管栄養法では361.0±
 27.6とほとんど変動しなかったのに対し,脂肪を多く含む消化態栄養剤による経腸栄養では
 643.O±7.0と上昇傾向を認めた。また,これら治療前後の値は従来の脂質,炎症や栄養のパラメー
 ターとは相関を示さなかった。
 以上の成績より,クローン病における血漿A-w濃度の低下は,A-Iv合成の場である小腸の
 炎症の関与,経腸的な脂肪摂取量および吸収量の低下,カイロミクロン形成の低下が反映したも
 のと考察した。
 本研究は,迅速で簡便,かっ高感度なELISAによるヒト血漿アポ蛋白A-IV測定系を確立す
 るとともに,合成の場である小腸の疾患のひとつ,クローン病における栄養療法前後で血漿A-
 IV濃度を測定することにより,A-IVの代謝と機能の一端を明らかにした。臨床研究の学位論文
 として,十分に価値がある。
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